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1. RESUMEN 
El cáncer de mama (CM) es el cáncer más común en mujeres en el mundo. En Chile es la 
primera causa de mortalidad por cáncer en mujeres (15/100.000 mujeres). Una mejor comprensión 
de la etiología genética del CM se logró luego del descubrimiento de los genes BRCA1 y BRCA2, 
sin embargo las mutaciones en estos genes solo dan cuenta del 20-25% de los casos de CM familiar. 
Actualmente se ha propuesto la existencia de genes de moderada y baja penetrancia que 
contribuirían a la susceptibilidad del CM familiar en las mujeres BRCA1/2 negativas. Se ha 
planteado que en los tumores hereditarios, una combinación desfavorable de polimorfismos de 
nucleótido único (SNPs) presentes en genes de baja penetrancia podría aumentar la susceptibilidad 
al desarrollo de CM. Evidencia reciente informa que los microRNAs (miRNAs) pueden ser 
considerados genes de baja penetrancia y que variantes genéticas de tipo SNPs en estos o dentro de 
su secuencia precursora podrían aumentar la susceptibilidad al CM hereditario. Los miRNAs, son 
RNAs endógenos no codificantes capaces de regular la expresión génica post-transcripcional al 
unirse a la región 3’ UTR de un RNAm específico degradando o bloqueando su traducción. En esta 
tesis se investigó la asociación de los SNPs rs6505162 (Pre-miRNA-423) y rs895819 (pre-miRNA-
27a) con el riesgo de CM usando un diseño caso-control en 807 controles y 440 casos  de CM 
BRCA1/2 negativo familiar o diagnóstico temprano de la población Chilena. El rs6505162 C>A se 
asoció significativamente con un mayor riesgo de CM familiar en pacientes con una fuerte historia 
familiar de CM (OR=1,7 [IC del 95% 1,0-2,0] p=0,05). Para el rs895819 A>G, el genotipo G /G se 
asoció significativamente con una reducción del riesgo para CM en familias con un historial 
moderado de CM (OR=0,3 [IC del 95%: 0,1-0,8] p=0,01). Posteriormente, cuantificamos los 
niveles de expresión de las hebras 3p y 5p de los miRNA-423 y miRNA-27a a través de TaqMan 
Real-Time PCR en tres líneas celulares de mama, MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10F, en presencia 
del alelo normal o del alelo polimórfico. La línea celular  MCF-10F mostró una sobreexpresión de 
la hebra 5p tanto del miRNA-423 como del miRNA-27a cuando se transfectó con los vectores que 
portaban el alelo normal en la secuencia del pre-miRNA. Se detectó una sobreexpresión de la hebra 
3p y 5p en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 cuando las células fueron transfectadas con 
el vector pre-miRNA-423-A (alelo polimórfico). Los niveles de expresión de las hebras 3p y 5p 
fueron significativamente mayores en la línea celular MCF-7 cuando las células fueron 
transfectadas con el vector de expresión pre-miRNA-27a-G (alelo polimórfico). Los resultados para 
la línea celular MDA-MB-231 no fueron significativos.  
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ABSTRAC 
Breast cancer (BC) is the most common cancer in women in the world. In Chile it is the 
leading cause of cancer mortality in women (15/100,000 women). A better understanding of the 
genetic etiology of BC was achieved after the discovery of BRCA1 and BRCA2 genes, however 
mutations in these genes account for only 20-25% of familial BC cases. It has been proposed the 
existence of genes of moderate and low penetrance that would contribute to the susceptibility of 
familial BC in BRCA1/2 negative women. It has been suggested that in hereditary tumors, an 
unfavorable combination of single nucleotide polymorphisms (SNPs) present in low penetrance 
genes could increase susceptibility to BC development. Recent evidence reports that microRNAs 
(miRNAs) may be considered low penetrance genes and those genetic variants of SNPs in these or 
within their precursor sequence could increase susceptibility to hereditary BC. MiRNAs are 
endogenous non-coding RNAs capable of regulating post-transcriptional gene expression by 
binding to the 3 'UTR region of a specific mRNA by degrading or blocking its translation. In this 
thesis we investigated the association of SNPs rs6505162 (Pre-miRNA-423) and rs895819 (pre-
miRNA-27a) with BC risk using a case-control design in 807 controls and 440 cases of BC 
BRCA1/2 negative family or early diagnosis of the Chilean population. The rs6505162 C>A was 
significantly associated with an increased risk of familial BC in patients with a strong family history 
of BC (OR=1.7 [95% CI 1.3-.2.0] p=0.05). For the SNP rs895819, G/G genotype was significantly 
associated with a reduced risk for BC in families with a moderate history of BC (OR=0.3 [95% CI 
0.1-0.8] p=0.01). We then quantified the expression levels of the 3p and 5p strands of miRNA-423 
and miRNA-27a through TaqMan Real-Time PCR in three breast cell lines, MCF-7, MDA- MB-
231 and MCF-10F in the presence of the normal allele or the polymorphic allele The MCF-10F cell 
line showed overexpression of the 5p strand of both miRNA-423 and miRNA-27a when transfected 
with the vectors carrying the allele in the pre-miRNA sequence Overexpression of the 3p and 5p 
strand was detected in MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines when cells were transfected with the 
pre-miRNA-423-A vector (allele polymorphic.) The expression levels of strands 3p and 5p were 
significantly higher in the MCF-7 cell line when cells were transfected with n the pre-miRNA-27a-
G expression vector (polymorphic allele). The results for MDA-MB-231 were not significant. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer es una enfermedad caracterizada por un crecimiento descontrolado de células 
anormales y migración a distancia de células tumorales a través del torrente sanguíneo o sistema 
linfático del cuerpo (metástasis). Existen distintos factores tanto exógenos (tabaco, infecciones, 
químicos y radiaciones) como endógenos (mutaciones hereditarias, hormonas y condición 
inmunológica) que aumentan el riesgo de desarrollar cáncer. Estos factores pueden actuar en 
conjunto o en secuencia para iniciar o promover el desarrollo tumoral. El cáncer puede ser tratado 
de distintas formas, entre ellas están la cirugía, radiación, quimioterapia, terapia hormonal, terapia 
biológica y terapia dirigida (American Cancer Society, 2013).  
2.1)  Cáncer de mama: Incidencia mundial y Características.   
 
El cáncer de mama (CM) es el cáncer más común entre las mujeres en todo el mundo. Cada 
año se diagnostican 1.15 millones de casos nuevos, representando el 23% del total de casos de 
cáncer en mujeres (Oldenburg et al., 2007; Parkin and Fernandez, 2006). Se ha establecido que 1 
de cada 8 mujeres desarrollará CM durante su vida (Jemal et al., 2009). En el año 2012 se 
diagnosticaron 1.7 millones de casos de CM en mujeres y sumando los últimos 5 años anteriores al 
2012, se diagnosticaron aproximadamente 6.3 millones de casos de CM en mujeres.  Se estima que 
desde el 2008 la incidencia de CM aumentó  en más de un 20%, mientras que la mortalidad  
aumentó en un 14%. Actualmente el CM es la causa de muerte más común  por cáncer entre las 
mujeres y el cáncer más diagnosticado en mujeres de 140 países en todo el mundo (Ferlay et al., 
2014). El CM también lidera la causa de muerte por cáncer en países en desarrollo, donde más de la 
mitad de los casos totales de cáncer (56.8%) y muertes por cáncer (64.9%) ocurrieron el año 2012. 
Esto se debe, en parte, al cambio en el estilo de vida de las mujeres que se refleja en el 
sedentarismo, la dieta, el tabaquismo, entre otros; lo cual ha causado un incremento de la 
incidencia, y en parte también se debe a que los avances clínicos para combatir esta enfermedad no 
están llegando a las mujeres que viven en estas regiones (Ferlay et al., 2014). Proyecciones basadas 
en las estimaciones de GLOBOCAN 2012 predicen un incremento sustancial de 19.3 millones de 
nuevos casos por año para el año 2025, debido al crecimiento y mayor sobrevida de la población 
mundial. 
 El CM puede presentarse  in situ (no invasivo), invasivo, recurrente o metastásico, donde 
algunos de estos se presentan con mayor frecuencia que otros y pueden desarrollarse en distintas 
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regiones anatómicas de la mama, como en los ductos, los lóbulos o en algunos casos entre ambos 
tejidos.  El carcinoma ductal invasivo es el tipo de CM más común. Las células cancerígenas 
comienzan a crecer en los ductos de la mama por donde pasa la leche materna, posteriormente 
rompen las paredes del ducto abriéndose paso hacia el tejido graso de la mama. Cuando las células 
cancerígenas comienzan a crecer en el tejido graso pueden invadir otros órganos y/o tejidos sanos a 
través del sistema linfático o el torrente sanguíneo (Figura 1) (American Cancer Society, 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema Carcinoma Ductal. (American Cancer Society, 2014) 
En esta figura se muestra el esquema de los ductos y los lóbulos de la mama, comparando un ducto normal con un ducto 
en presencia de células anormales o cancerígenas.    
 
El tipo de clasificación actual del CM se basa en las características histológicas observadas bajo el 
microscopio. Sin embargo, se han propuesto nuevas clasificaciones basadas en características 
moleculares las cuales se dividen en 4 subtipos (Mackay et al., 2011) (Figura 2). 
 
 Luminal A y Luminal B: Los CM subtipo luminal son positivos para el receptor de 
estrógeno y progesterona (ER+ y PR+). Los patrones de expresión génica son similares a los 
de células normales de los ductos y glándulas mamarias. Los tumores de tipo luminal A son 
conocidos como de bajo grado, debido a que son tumores de crecimiento lento y su 
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pronóstico es favorable para las pacientes que lo presentan. Los tumores subtipo luminal B 
muestran un crecimiento más acelerado del tumor en comparación a los subtipo luminal A  y 
su pronóstico, en ciertos casos, es menos favorable.  
 
 HER2: Los tumores de subtipo HER2 (receptor de crecimiento epidermal humano 2) poseen 
como característica principal amplificaciones de este gen. Este tipo de tumores tienden a 
crecer rápido y pueden ser tratados exitosamente a través de terapia dirigida hacia HER2, 
donde se bloquea el receptor de HER2 por la unión de unanticuerpo monoclonal artificial 
(Trastuzumab). La terapia dirigida contra HER2 usualmente se combina con quimioterapia.  
 
 Basal: Los tumores de subtipo basal son conocidos como “triple-negativo”, es decir, son 
negativos para los receptores de estrógenos y progesterona, además los tumores presentan 
copias normales del gen HER2. Estos tumores se presentan usualmente en mujeres que 
presentan mutación en los genes BRCA1/2, además de ser uno de los subtipos más agresivos 
ya que no posee blancos terapéuticos identificables para generar terapia dirigida, a 
diferencia de lo que ocurre con  los otros subtipos. 
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Figura 2. Esquema de los subtipos de CM (Mackay et al., 2011).  
Los rectángulos azul y rosado agrupan los subtipos de CM relacionados a receptor de estrógenos (ER) y receptor de 
progesterona (PR). En los positivos para ER y PR (rectángulo azul) se encuentran los subtipos Luminal A y Luminal B 
y negativo para ER y PR (rectángulo rosado) se encuentras los subtipos HER2+ y basal o triple negativo. El rectángulo 
gris en el centro agrupa los subtipos que presentan amplificaciones del gen HER2 (Luminal B y HER2+). 
2.2) Mortalidad e incidencia del cáncer de mama en población Chilena y factores de riesgo. 
 
En Chile, la mortalidad de mujeres por CM ha ido en aumento, desde 8.5 muertes por 
100,000 mujeres en 1985 a 14.5 por 100,000 mujeres en 2008 (Ministerio de Salud, 2011a). En la 
actualidad, presenta la primera y más alta tasa de mortalidad por cáncer (15/100.000 mujeres), 
seguido del cáncer de vesícula biliar (14.5/100.000 mujeres), y superando al cáncer cervicouterino 
(8/100.000 mujeres) (Ministerio de Salud, 2011b). En una muestra de 1.027 mujeres, las tasas de 
mortalidad más elevadas se observaron en la zona Metropolitana, seguida por Valparaíso, Bio-Bio, 
región Metropolitana Norte, Viña del Mar-Quillota, Talcahuano, y región Metropolitana Centro. 
Las tasas más bajas se observaron en Atacama y Aysen (Ministerio de Salud, 2011b). En términos 
de incidencia, la unidad de seguimiento de CM del MINSAL comenzó la recopilación de datos en 
los últimos años. Los datos presentados en 2010 mostraron un aumento en la incidencia con un 
número de casos nuevos de 3.292 en el año 2010 y un aumento en la tasa de la mortalidad ajustada 
por edad y observada en todos los grupos etarios analizados, colocándola como la primera causa de 
mortalidad por cáncer en mujeres (Figura 3) (Ministerio de Salud, 2011b).  
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Figura 3. Primeras Causas de Mortalidad por Cáncer en Mujeres. (Ministerio de Salud, 2011b) 
La figura muestra las tasas de mortalidad por distintos tipos de cáncer asociadas al tiempo (años). El CM ocupa el 
primer lugar de las causas de muerte a consecuencia del cáncer en Chile (15/100.000 mujeres), seguida por el cáncer de 
vesícula (14.5/100.000 mujeres). 
 
La sobrevida por CM ha aumentado considerablemente en los últimos 30 años (Levi et al., 
2001). Lo anterior, se debe en parte al diagnóstico precoz mediante la mamografía, lo que reduce la 
mortalidad por CM entre 20-30% (Bennett et al., 2007; Cuzick, 1999; Ernst et al., 2004). Aunque 
este examen es útil para el diagnóstico precoz en el cáncer ya establecido, no permite identificar la 
población en riesgo de desarrollar el cáncer. La identificación de la población en riesgo es 
fundamental, ya que permite la aplicación de medidas que eviten que una mujer desarrolle CM  o 
realizar diagnóstico en las primeras etapas de desarrollo tumoral cuando el tumor puede ser 
erradicado completamente. En consecuencia, uno de los mayores desafíos en investigación clínica 
oncológica es identificar modalidades de prevención asociadas con factores de alto riesgo para el 
desarrollo del CM, lo que permitiría la reducción de la morbilidad y mortalidad por esta patología. 
Los factores de riesgo para el desarrollo de CM incluyen (Oldenburg et al., 2007; Singletary, 
2003): 1) edad: el riesgo para una mujer de 30 años es 1 en 258. Por el contrario a los 50 años, 1 en 
38 mujeres desarrollará CM, y a los 70 años 1 de cada 25; 2) factores hormonales: varios estudios 
sugieren que las hormonas reproductivas influyen en el riesgo de desarrollar CM debido a su efecto 
sobre la proliferación celular y crecimiento de células tumorales. Por lo tanto, la menarquia 
temprana, la menopausia tardía, el primer embarazo a una edad avanzada, y un menor número de 
embarazos aumentan el riesgo de desarrollar CM debido a sus efectos sobre los niveles de 
hormonas reproductivas; 3) historia familiar de CM (predisposición genética), según la literatura, la 
historia familiar para CM es el factor de riesgo más importante  (McPherson et al., 2000). Se ha 
estimado que la predisposición genética da cuenta de un 5-15% de todos los casos de CM (Easton, 
2002; Ellisen and Haber, 1998) y aproximadamente de un 25% de casos de mujeres menores a 30 
años (Ellisen and Haber, 1998; Skolnick and Cannon-Albright, 1992). Estudios epidemiológicos 
han mostrado que una mujer con un pariente de primer grado con CM tiene un riesgo de 
desarrollar este cáncer en 1.7 a 4.0 veces mayor que la población general. El riesgo es aún 
mayor si más de un pariente de primer grado tuvo la enfermedad, o sí el pariente desarrolló la 
enfermedad a una edad temprana, o si el cáncer era bilateral. Estudios en gemelos han sugerido que 
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la proporción de CM heredado podría exceder el 15% estimado, y que esta agregación familiar es el 
resultado de la susceptibilidad genética heredada (Lichtenstein et al., 2000; Peto and Mack, 2000). 
Actualmente, el Laboratorio de Genética Molecular Humana (Facultad de Medicina, 
Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Universidad de Chile) junto con la Corporación 
Nacional del Cáncer (CONAC), bajo la dirección de la Dra. Lilian Jara, lleva a cabo el diagnóstico 
molecular de las mutaciones puntuales y también el diagnóstico molecular de grandes 
reordenamientos genómicos (LGRs) en BRCA1 y BRCA2. Los pacientes son derivados desde 
diferentes servicios clínicos del área Metropolitana y a través del país, y los resultados son 
aplicados en el manejo clínico de estos pacientes. 
Hasta la fecha el grupo de la Dra. Lilian Jara ha estudiado la contribución de los genes de 
moderada y baja penetrancia a la susceptibilidad genética del CM familiar (Jara et al., 2010) y el 
efecto de la interacción génica entre las variantes de los genes. Sin embargo, todavía existe un 
porcentaje (~ 60-70%) de CM familiar cuya etiología genética es indeterminada o desconocida.  
2.3) Predisposición genética para el cáncer de mama.  
 
Las características de la predisposición genética incluyen: herencia autosómica dominante, 
de alta penetrancia (es decir, un portador de mutación genética tiene un 67% de riesgo de 
desarrollar CM a los 70 años y un 80% de riesgo a los 80 años), con una frecuencia genética de 
0.003 y una frecuencia de portadora de 0.006 (Broca, 1886). Los datos anteriores indican que 1 de 
cada 20 mujeres con CM son portadoras de predisposición genética y 1 de cada 200 mujeres en la 
población general (mujeres sanas). Estas frecuencias indican que el CM es una de las patologías 
heredables más ampliamente distribuidas. La existencia de un gen o genes responsables de 
predisposición heredable para CM y cáncer de ovario (CO) se sugirió hace más de un siglo atrás  y 
ha recibido el apoyo de una gran cantidad de literatura epidemiológica en los últimos 70 años 
(Anderson, 1972; Bain et al., 1980; Claus et al., 1991; Jacobsen and Fraser, 1946; Macklin, 1959; 
Newman et al., 1988; Penrose et al., 1948; Schwartz et al., 1985). Estudios de segregación indican 
la existencia de uno o más genes que determinan una predisposición para el CM, además estos 
genes muestran un perfil de expresión distinto al de un CM esporádico (Fernandez-Ramires et al., 
2009). 
Entre 1994 y 1996, se identificaron dos genes de susceptibilidad para el CM: BRCA1 
(Breast-Cancer susceptibility gene 1) (Miki et al., 1994) y BRCA2 (Breast-Cancer susceptibility 
gene 2) (Tavtigian et al., 1996; Wooster et al., 1994). Estos genes son ahora considerados genes 
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autosómicos dominantes de alta penetrancia para predisposición al CM (Turnbull and Rahman, 
2008). Desde entonces, la susceptibilidad heredada emergió desde una relativa oscuridad y ha 
tomado un papel central en la investigación del CM. De hecho, la identificación de mutaciones en 
BRCA1/2 se convirtió en un análisis de gran importancia en genética clínica oncológica en todo el 
mundo, con el objetivo de mejorar la prevención y tratamiento para mujeres con alto riesgo (Easton, 
1999).  
La variabilidad genética que es etnia-específica parece influir no sólo en el riesgo sino 
también en el tipo de CM que desarrolla un individuo. La población Chilena contemporánea es 
consecuencia de la miscegenación de los pueblos indígenas (Asiáticos) con los colonos españoles 
(Caucásicos Europeos) iniciada en los siglos XVI y XVII. Migraciones posteriores (siglo IX) de 
Alemanes, Italianos, Árabes y Croatas han tenido sólo un impacto menor en la población general 
(no más de 4% de la población total) y se limita a los lugares específicos del país donde se 
establecieron (Jara et al., 2010). La relación entre la etnicidad, mezcla amerindia, marcadores 
genéticos, y estrato socioeconómico se ha estudiado ampliamente en Chile (Cruz-Coke, 1976). Por 
lo tanto, en la población Chilena la contribución de los genes de susceptibilidad para CM y las 
frecuencias alélicas y genotípicas de las variantes podrían ser muy diferentes respecto de otras 
poblaciones. 
2.4) Susceptibilidad al cáncer de mama: Modelo poligénico y variantes polimórficas.  
 
En la actualidad existe consenso de que las mutaciones en los genes BRCA1/2 son 
responsables en promedio del 16% del riesgo de CM familiar (Peto et al., 1999; Stratton and 
Rahman, 2008). Los análisis de ligamiento de genoma completo utilizando muestras de gran 
tamaño de familias BRCA1/2 negativas no han logrado mapear otros loci de susceptibilidad de alta 
penetrancia (Smith et al., 2006). Por lo tanto, una gran parte del componente genético permanece 
sin identificar. Así ¿Cómo se explica el restante ~80% de CM en las familias BRCA1/2 negativas? 
Ford et al. (2008)  propuso que otros alelos de susceptibilidad, llamados de moderada y baja 
penetrancia, podrían ser responsables de un porcentaje significativo de CM en familias BRCA1/2 
negativas. Actualmente se han estudiado una gran variedad de genes de moderada y baja 
penetrancia, los cuales muestran una participación en el desarrollo del CM en pacientes BRCA1/2 
negativas (Fernandez-Ramires et al., 2011). El Laboratorio de Genética Molecular Humana de la 
Universidad de Chile  ha estudiado una gran cantidad de genes de moderada y baja penetrancia en 
asociación al CM en nuestro país (Elematore et al., 2014; Jara et al., 2013; Gonzalez-Hormazabal et 
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al., 2012; Leyton et al., 2015; Morales et al., 2016). De acuerdo con el modelo actual de tumores 
hereditarios, se ha postulado que una combinación desfavorable de variantes genéticas 
polimórficas en genes de susceptibilidad de baja o moderada penetrancia daría cuenta del 
exceso de riesgo de cáncer familiar (Pharoah, 2004; Stratton and Rahman, 2008). Entre estos 
genes, evidencia reciente apunta a variaciones en microRNAs (miRNAs) como posibles 
candidatos. Más aún, un número creciente de estudios han demostrado que los miRNAs pueden 
funcionar como potenciales oncogenes o genes oncosupresores (Zhang et al., 2007). 
2.5) MicroRNAs: Aspectos generales y su repercusión en el cáncer.  
 
Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNAs endógenos, no codificantes y de hebra 
única de aproximadamente 20-25 nucleótidos capaces de regular la expresión génica post-
transcripcionalmente al unirse a la región 3’ no traducida (UTR) del RNA mensajero (mRNA) diana 
(He and Hannon, 2004; Winter et al., 2009) (Figura 4). Desde su descubrimiento inicial en C. 
elegans por Lee et al. (1993), se ha reportado la existencia de 2469 miRNAs en el genoma humano, 
pero solo 1098 de estos miRNAs ha sido validado experimentalmente (Friedlander et al., 2014). 
Los miRNAs son específicos para diferentes mRNA, y por lo tanto aproximadamente 30% de todos 
los genes humanos son regulados por miRNAs (Erson and Petty, 2008; Lewis et al., 2005). En la 
célula, los miRNAs pueden influir sobre diferentes vías y procesos biológicos que incluyen 
desarrollo, y proliferación celular, diferenciación y apoptosis (Cheng et al., 2005; Xu et al., 2004).  
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Figura 4. Procesamiento y función de miRNAs. (Winter et al., 2009) 
La vía de procesamiento de miRNAs ha sido estudiada desde hace tiempo como lineal y universal para todos los 
miRNAs de mamíferos. Esta maduración canónica incluye la producción de la transcripción primaria de miRNAs (pri-
miRNA) por la RNA polimerasa II o III y escisión del pri-miRNA por el complejo microprocesador Drosha-DGCR8 
(Pasha) en el núcleo.  El precursor de la horquilla resultante, el pre-miRNA, se exporta desde el núcleo al citoplasma 
por Exportin-5-Ran-GTP.  En el citoplasma, la RNasa Dicer forma un complejo con la proteína de unión a RNA 
bicatenario TRBP escinde la horquilla pre-miRNA a su longitud madura. La cadena funcional del miRNA maduro se 
une a la proteína Argonauta 2 (Ago2) en el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), donde guía a RISC 
para silenciar a los mRNA diana a través de la escisión del mRNA, la represión traduccional o la deadenilación, 
mientras que la hebra pasajera (negra) se degrada. 
 
Los miRNAs pueden regular la expresión génica tanto degradando como bloqueando la 
traducción de mRNA dianas al unirse a la región 3’-UTR. Sin embargo, otros estudios han 
reportado que también se pueden unir a la región 5’-UTR, o al marco de lectura abierto (Lee et al., 
2008). Se ha propuesto que dependiendo del apareamiento de bases entre el miRNA y el mRNA 
diana, el efecto regulador negativo puede variar desde represión débil de la traducción de la proteína 
al clivaje completo del mRNA. 
Posterior al descubrimiento de los miRNAs, la investigación se ha centrado en buscar 
evidencias que apunten a los importantes y diversos roles de éstos en vías moleculares y procesos 
biológicos, lo que podría ayudar a comprender la complejidad genética en la salud y enfermedad 
humana. Los miRNAs tienen participación en diversas enfermedades humanas tales como 
patologías cardiovasculares, desórdenes psiquiátricos, condiciones neurodegenerativas y otros 
(Lichtenstein et al., 2000). Entre las enfermedades humanas, se ha demostrado que los miRNAs 
están mutados o se expresan en forma aberrante en cáncer. 
 Una de las primeras relaciones directas entre miRNA y cáncer fue informada por Calin et 
al. (2002), quienes demostraron una disminución de la expresión de miR-15a y miR-16-1 en 
pacientes con leucemia linfocítica crónica. En tumores sólidos Michael et al. (2003), identificaron 
28 miRNAs que presentaban expresión diferencial en adenocarcinoma de colon respecto de mucosa 
normal, y además encontraron que los niveles de miR-143 y miR-145 eran significativamente 
menores en tumores en comparación al tejido normal. Estudios de expresión genómica de 
miRNA, han demostrado que casi todos los tipos de cáncer presentan perfiles específicos de 
expresión con aumento y/o disminución de miRNAs específicos (Calin and Croce, 2006). 
Diferentes estudios han encontrado características específicas de la expresión de miRNAs en 
carcinoma de mama (Iorio et al., 2005), glioblastoma primario (Ciafre et al., 2005), carcinoma 
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hepatocelular (Murakami et al., 2006), carcinoma tiroideo papilar (He et al., 2005), cáncer 
pulmonar (Yanaihara et al., 2006). En un análisis de perfil de expresión genómica en 540 muestras 
de seis tumores sólidos (pulmón, mama, próstata, colon, y páncreas), se encontró que un grupo de 
43 miRNAs estaban desregulados en comparación a tejidos normales  (Volinia et al., 2006). La 
Tabla 1 muestra alteraciones en la expresión de miRNAs que se han detectado en diferentes tipos de 
tumores humanos (Negrini et al., 2009) 
Tabla 1. MiRNAs más frecuentemente sobre-expresados  y reprimidos  en cáncer humano.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Evidencia creciente muestra que los miRNAs pueden actuar como oncogenes cuando su 
blanco son moléculas oncosupresoras o como supresores tumorales cuando su blanco son 
oncogenes (Iorio et al., 2011; Negrini et al., 2009). Además, un miRNA puede funcionar dualmente 
como oncogen y supresor tumoral dependiendo del tipo de cáncer y del contexto celular (Cortez et 
al., 2011). Una función dual en distintos tipos de cáncer se ha encontrado en muchos miRNAs. Un 
ejemplo es el miR-125b, el cual tiene roles opuestos (oncogen y supresor tumoral) en diferentes 
tipos de cáncer o líneas celulares. Como supresor tumoral, la expresión del miR-125b disminuye en 
carcinoma ovárico, tiroideo, mamario y de células escamosas oral, lo que promueve proliferación 
celular y progresión del ciclo celular (Nam et al., 2008). Por otra parte, miR-125b actúa como un 
oncogen en cáncer de próstata, glioblastoma, y neuroblastoma. En células de neuroblastoma, miR-
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125b inhibe la apoptosis en una vía dependiente de p53, y promueve proliferación celular e invasión 
en células de cáncer prostático (Le et al., 2009). También se ha encontrado una función dual similar 
en distintos tipos de cáncer para miR-181a, miR-181c, y miR-220 (Fabbri et al., 2007).  
Luego de los primeros estudios respecto del rol de los miRNAs en la  patogénesis de los 
cánceres humanos, se han desarrollado plataformas para evaluar la expresión de miRNAs y 
establecer perfiles de expresión, los que podrían ser utilizados para la clasificación de tumores y/o 
como potenciales biomarcadores, ya sea para diagnóstico, tratamiento o  pronóstico (Iorio and 
Croce, 2012). 
2.6) MicroRNAs y cáncer de mama.  
 
El uso de microarrays que contienen todos los miRNAs humanos conocidos hasta hoy ha 
permitido identificar miRNAs que se expresan en forma diferencial en muestras normales y 
tumorales. Esto podría ayudar a la identificación de aquellos involucrados en cáncer humano. 
Respecto al CM, Iorio et al. (2005), usando un microarray de miRNAs, evaluó el perfil de expresión 
de miRNAs en 10 tejidos normales y en 76 de CM. Los autores identificaron 29 miRNAS cuya 
expresión está significativamente desregulada (p<0.05) e identificaron un grupo menor de 15 
miRNAs desregulados donde su expresión diferencial permitió predecir correctamente si la muestra 
correspondía a tejido mamario normal o tumoral con un 100% de precisión. Entre los miRNAs 
expresados diferencialmente se encuentran miR-10b, miR-125b, miR-145, miR-21 y miR-155 los 
cuales se encuentran constantemente desregulados en CM. Tres de ellos, miR-10b, miR-125b y 
miR-145, estaban regulados negativamente y los dos últimos (miR-2 y miR-155) estaban sobre-
expresados, sugiriendo que podrían estar actuando potencialmente como perfiles de expresión 
génica de miRNAs. Iyevleva et al. (2012)  demostró que tres miRNAs, miR-21, miR-10b y miR-3, 
presentaban niveles de expresión significativamente altos en CM bilateral vs unilateral (p=0.0001, 
0.0004 y 0.0002, respectivamente). Farazi et al. (2011) a través de secuenciación realizó perfiles de 
miRNAs en 11 muestras de mama normal, 17 muestras de CM no invasivo, 151 muestras de CM 
invasivo y en 6 líneas celulares. El grupo de investigación separó los resultados de las muestras de 
mama normal de la mayoría de los casos de carcinoma ductal in situ no invasivo y carcinoma 
invasivo por un incremento del miR-21 (el miRNA más abundante en carcinomas) y una 
disminución de múltiples familias de miRNAs (incluyendo miR-28/let-7). Además, pacientes que 
estaban en desarrollo de metástasis mostraron un incremento en la expresión del miR-423, y los 
casos de CM triple negativo (CMTN) presentaron las mayores diferencias con respecto a los otros 
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subtipos tumorales, mostrando una sobrerregulación del cluster miR-17 y miR-92. Cascione et al. 
(2013) en 173 mujeres con CMTN determinó perfiles de expresión de miRNAs en tejido tumoral, 
tejido adyacente no-tumoral (normal) y tejido linfático metastásico. Dos conjuntos de miRNAs en 
pacientes de 50 años de edad o menores, (miR-16, miR-155, miR-125b, miR374a, y miR-16, miR-
125b, 374a, miR-374b, miR-421, miR-655 y miR-497) predijeron sobrevida global (p=0.05), y 
sobrevida libre de enfermedad (p=0.009) respectivamente. Estos autores sugieren que los miRNAs 
juegan un rol clave en los casos de CMTN y definieron grupos de miRNAs cuya expresión 
diferencial caracteriza y contribuye a la diversidad de fenotipos de CMTN y sus metástasis. 
En resumen, muchos estudios han demostrado que existe un gran número de miRNAs 
desregulados en CM humano en particular, miR-10b, miR-17-5p, miR-21, miR-27a, miR-27b, 
miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-145, miR-155, miR-200c, miR-206, miR-336, y la familia 
de let-7 (Khoshnaw et al., 2009). Tres estudios recientes comprobaron la participación de miRNAs 
en metástasis de CM (Blenkiron et al., 2007). Por ejemplo, la sobre-expresión de miR-10b lleva a 
invasión tumoral y metástasis al suprimir HOXD10 e indirectamente a activar el gen prometastásico 
RHOC (Ma et al., 2007). Otros dos miRNAs (miR-373 y miR-520c) también pueden promover 
invasión tumoral y metástasis, en parte por regular el gen CD44 (Tavazoie et al., 2008). 
Adicionalmente, miR-335, miR-206 y miR-126 se han identificado como supresores de metástasis 
en CM (Shen et al., 2008). Aún más, un polimorfismo funcional en el gen de miR-146a se ha 
correlacionado con la predisposición de inicio a una edad más temprana de CM familiar y de CO 
(Shen et al., 2008). 
2.7) Polimorfismos de nucleótido único (SNPs) en genes codificantes de microRNAs y 
susceptibilidad al cáncer de mama. 
 
Variaciones en los niveles de expresión de distintos miRNAs maduros se han asociado al desarrollo 
y progresión de múltiples cánceres humanos y más del 50% de estos genes de miRNAs se 
encuentran localizados en regiones cromosómicas relacionadas con cáncer, funcionando tanto como 
genes supresores de tumores como oncogenes (Esquela-Kerscher and Slack, 2006; Srivastava and 
Srivastava, 2012). Los polimorfismos de nucleótido único (SNPs) son la forma más común de 
variación presente en el genoma humano. Los SNPs presentes en regiones de genes de miRNA 
pueden alterar su expresión, o maduración llevando a una regulación aberrante, o alterando la 
afinidad y especificidad de su unión al blanco (Duan et al., 2007). Muchos estudios 
17 
 
epidemiológicos han examinado la asociación de SNPs en miRNAs con la susceptibilidad al 
cáncer (Srivastava and Srivastava, 2012). 
En CM, Shen et al. (2008) estudió el efecto del SNP rs2910164 (miR-146a) sobre la edad 
del diagnóstico de CM, y reportó que los casos de cáncer mama/ovario BRCA1/2 negativos con 
genotipo G/C-C/C presentaban un diagnostico a edad significativamente más temprana respecto de 
aquellos con genotipo G/G (homocigoto común). En un análisis posterior, Hu et al. (2009)  mostró 
que en mujeres chinas portadoras del SNP rs11614913 (miR-196a2) y el SNP rs3746444 (miR-499) 
un aumento significativo del riesgo de CM para rs11614913 (miR-196a2) (OR=1.23; 95% IC [1.02-
1.48])  y para rs3746444 (miR-499) (OR = 1.25; IC 95% [1.02-1.51]). Estos autores sugirieron que 
estos SNPs podrían contribuir a la susceptibilidad al CM. Este estudio proporcionó la primera 
evidencia que los SNPs en miRNAs podían ser candidatos a biomarcadores de susceptibilidad a 
CM. Sin embargo, las asociaciones descritas previamente fueron negadas por Catucci et al. (2010), 
quien no encontró asociación entre los SNPs rs2910164 (miR-146a), rs11614913 (miR-196a2) y 
rs3746444 (miR-499) y riesgo de desarrollar CM, o edad de inicio del CM en pacientes BRCA1/2 
negativos con CM de Alemania e Italia. Kontorovich et al. (2010)  estudió la frecuencia de 42 SNPs 
que se encontraban en sitios de unión predichos para miRNAs o que se encontraran en precursores 
de miRNAs en mujeres judías. Los autores encontraron que 16 de estos 42 SNPs fueron 
polimórficos y 11 SNPs del total poseen un alelo de menor frecuencia mayor a un 5%. Finalmente, 
a través de estudios estadísticos, se demostró que solo 3 de los 42 SNPs (rs6505162, rs895819 y 
rs11169571) que se encuentran implicados en la acción regulatoria de miRNAs tienen un efecto 
estadísticamente significativo en el riego de CM o CO en pacientes portadores de mutaciones en 
BRCA1/2. El SNP rs6505162 se localiza dentro del precursor del miRNA miR-423, cuya actividad 
se reportó incrementada  en CM. Un genotipo específico (A/A) de este SNP se asoció con reducción 
del riesgo de desarrollar CM en pacientes portadoras de mutación en BRCA2. Sin embargo, estudios 
realizados por Smith et al. (2012)  mediante estudios de asociación con diseños caso-control 
mostraron que en pacientes Australianas BRCA1/2 negativo, el genotipo C/C del SNP rs6505162 
confiere reducción al riego de desarrollar CM esporádico. Así,  el SNP rs6505162 presente en el 
pre-miR-423 muestra un efecto protector en casos de CM tanto esporádico como hereditario. Por 
otra parte, el efecto de este SNP en el riesgo del CM es difícil de elucidar debido a que se encuentra 
fuera de la secuencia del miRNA maduro (pre-miRNA) (Smith et al., 2012).  
Hasta la fecha, los SNPs más estudiados incluyen los SNPs rs11614913 (miR-196a2), 
rs3746444 (miR-499), rs895819 (miR-27a), rs2910164 (miR-146a) y rs6505162 (miR-423). Sin 
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embargo, los estudios caso-control se han realizado en poblaciones europeas, asiáticas, árabes y 
judías, y la mayoría de estas se han realizado en CM esporádico. Con la excepción de un estudio en 
población Brasilera, estudios de variación en miRNA no se ha realizado en poblaciones Hispano-
Americanas. Considerando que la variación intra-poblacional es específica, para usar un miRNA 
como biomarcador de susceptibilidad para CM es necesario primero conocer su variación en una 
población específica. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto de tesis es determinar si los SNPs 
rs895819 (miR-27a) y rs6505162 (miR-423) están asociados con el riesgo de CM familiar en 
pacientes Chilenas BRCA1/2 negativos y evaluar los niveles de expresión de las hebras 3p y 5p 
de estos miRNAs en líneas celulares. 
 
3. HIPÓTESIS 
 
H1: Los SNPs rs6505162 (miR-423) y rs895819 (miR-27a) se asocian con el riesgo de CM en 
casos de CM familiar BRCA1/2 negativos de pacientes Chilenos. 
 
H2: Los SNPs rs6505162 (miR-423) y rs895819 (miR-27a) afectan la expresión de estos miRNAs 
en su forma madura.   
 
4. OBJETIVOS 
 
Objetivo General 1 
Determinar si los Polimorfismos de Nucleótido único (SNPs) específicos rs6505162 (miR-423) 
y rs895819 (miR-27a) se asocian con riesgo a desarrollar CM familiar en pacientes Chilenos 
BRCA1/2 negativos. 
 
Objetivos específicos para abordar Objetivo General 1: 
i) Genotipificar mediante qPCR los rs6505162 y rs895819 en 440casos (Grupo A) y en 807 
controles (Grupo B). 
ii) Determinar la frecuencia de los SNPs en los casos BRCA1/2 negativos (n=440) y en los controles 
(n=807). 
iii) Comparar mediante test estadísticos,  las frecuencias genotípicas y alélicas obtenida de los SNP 
analizados en los casos (Grupo A) versus los controles (Grupo B). 
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iv) Establecer cuáles de los SNPs analizados se asocian con el riesgo de CM en mujeres BRCA1/2 
negativas. 
 
Objetivo General 2 
Determinar in vitro lo niveles de expresión de las hebras 3p y 5p de los miRNAs en estudio. 
 
Objetivos específicos para abordar Objetivo General 2: 
i) Evaluar los niveles de expresión de miR-423 y miR-27a, en líneas celulares de mama MCF-10F, 
MCF-7 y  MDA-MB-231 transfectadas con los pre-miRNAs polimórficos. 
5. METODOLOGÍA 
5.1) Criterios de selección y origen de grupos muéstrales (casos y controles). 
 
A) Casos con CM familiar (grupo A, n=440): Según Lynch (Lynch et al., 1988; Lynch et 
al., 1990), el CM hereditario se diagnostica cuando una familia presenta una alta frecuencia de CM 
distribuido en varias generaciones, mostrando un patrón de transmisión dominante autosómica. 
Lynch establece como criterios de que al menos 3 miembros de la familia tengan CM incluyendo 
dos familiares de primer o segundo grado con CM. Además, la presencia de CM a edad temprana y 
CM bilateral apoyan fuertemente el diagnóstico de CM familiar (Federico et al., 1999). Si dos 
familiares de primer grado presentan CM, el CM familiar se diagnostica incluso frente a la ausencia 
de otros criterios (Lynch et al., 1990). Por lo tanto, los criterios de selección para los casos de CM 
familiar en este proyecto fueron los siguientes: 1) Dos familiares de primer grado con CM y/o CO 
diagnosticado a cualquier edad; 2) Dos familiares de primer o segundo grado con CM 
diagnosticados antes de los 50 años de edad, 3) Tres familiares de primer o segundo grado con CM 
con al menos uno de ellos diagnosticado antes de los 40 años, 4) Un pariente con CM diagnosticado 
antes de los 50 años y al menos un familiar con CO diagnosticado a cualquier edad; 5) A lo menos 
un pariente  varón con CM diagnosticado a cualquier edad y al menos un pariente femenino con 
diagnóstico de CM a cualquier edad; 6) A lo menos un familiar diagnosticado con CM antes de los 
30 años de edad y otro pariente de primer o segundo grado con diagnóstico de CM a cualquier edad; 
7) A lo menos un pariente con CM bilateral y otro de primer o segundo grado con CM.  
 
B) Controles (grupo B, n=807): Personas sanas sin antecedentes familiares de CM. Este 
grupo se pareo con los casos por edad, sexo y étnia.  
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C) Origen de los grupos muéstrales: Los pacientes con CM familiar (Grupo A) se 
seleccionaron desde los registros públicos y privados de clínicas del Área Metropolitana que han 
colaborado previamente o están colaborando actualmente con línea de Genética del Cáncer Familiar 
dirigida por la Dra. Lilian Jara y que incluyen: La Unidad de Patología Mamaria del Servicio de 
Ginecología en el Hospital San Borja Arriarán; Servicio de Ginecología y Obstetricia en el Hospital 
El Salvador; Servicio de Ginecología y Obstetricia en el Hospital de la Universidad de Chile; 
Clínica Las Condes; y CONAC. Todos los pacientes tienen un diagnóstico definitivo confirmado 
con un estudio histológico. Se realizó una entrevista en donde se informó sobre el estudio en detalle, 
incluyendo los objetivos, beneficios potenciales, procedimientos involucrados, y las implicancias 
del estudio genético. Sé respondió a cualquier pregunta realizada por parte del paciente. A los 
pacientes que aceptaron participar en el estudio se les reconstruyó su genealogía y se completó un 
cuestionario que incluye preguntas relacionadas con su historial médico, historia reproductiva, 
etnia, y factores de riesgo. Los individuos del Grupo B se reclutaron desde diferentes fuentes que 
tienen acceso a mujeres que cumplen con los criterios de inclusión. Todas las mujeres de los casos 
y del grupo control fueron ingresadas en la Corporación Nacional del Cáncer (CONAC). 
5.2) Obtención de muestras. 
  
A) Extracción Total de DNA: A cada paciente se le solicitó donar 10 mL de sangre 
periférica, que se recogió en un vacutainer con EDTA como anticoagulante. La extracción del DNA 
se realizó a través de técnicas estándar de extracción de DNA (Jara, 1993).                                                                                                                                   
 
B) Detección de mutaciones puntuales en la secuencia codificante completa de los genes 
de alta penetrancia BRCA1 y BRCA2: Para determinar las mutaciones en estos genes se utilizó 
electroforesis en gel sensible a la conformación (CSGE) utilizando una matriz MDE (Mutation 
Detection Enhancement) Lonza (Jara et al., 2006) según protocolos estandarizados usados en el 
laboratorio de Genética Molecular Humana. Estos son protocolos de rutina utilizados para el 
diagnóstico de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 (Jara et al., 2006).                                                   
5.3) Estudio caso-control. 
 
A) Genotipificación: Para determinar el genotipo de los SNPs: rs6505162 (miR-423) y 
rs895819 (miR-27a) se aplicó ensayo de TaqMan
®
 (Thermo Fisher). La reacción se llevó a cabo en 
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25 ul que contienen 10 ng de DNA genómico, 1x de TaqMan Universal de Mastermix (Thermo 
Fisher), 200 nM de cada sonda y 900 nM de cada cebador. La reacción de PCR y la lectura de la 
fluorescencia se realizó en un Termociclador StepOne Plus Real-Time PCR (Thermo Fisher), que 
utiliza el software StepOne v1.2 para discriminar los alelos de acuerdo a la fluorescencia emitida, la 
reacción de PCR incluyó 40 ciclos (15 segundos a 95 º C, y 1 minuto a 60 º C).                                    
 
B) Estadística: En el estudio de caso y control, se utilizó la prueba exacta de Fisher para 
probar la asociación de los genotipos y alelos entre casos y controles. Se utilizó el Valor P (α) <0,05 
como criterio de significancia. Se calculó el odds ratio (OR) e intervalo de confianza del 95% (IC) 
para estimar la fuerza de asociación entre los casos y controles, de cada genotipo y el alelo con CM. 
Los cálculos se realizaron con el progrma Stata 8.2 para Windows (StataCorp, TX, EE.UU.).  
5.4) Cuantificación de los niveles de expresión de microRNAs: 
 
A) Cultivos celulares: Para efectos de este estudio se utilizaron tres líneas celulares de 
mama. La línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 la cual es de subtipo molecular triple 
negativo (HER2-, PR- y ER-), una línea celular de cáncer de mama esporádico MCF-7 (carcinoma 
ductal invasivo, ER+ y PR+)  y la línea MCF-10F de mama normal (línea celular epitelial de 
glándula mamaria, no tumorogénica). Las líneas MDA-MB-231 y MCF-7 se crecieron en RPMI 
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino y con 100 unidades/ml de penicilina G y 
estreptomicina, mientras que la línea MCF-10F se creció en DMEM-F12 suplementado con 10% de 
suero fetal bovino, 100 unidades/ml de penicilina G y estreptomicina, y con el suplemento de 
crecimiento requerido para esta línea celular adquirido a LONZA MEGM
® 
SingleQuots
®
 (2 ml de 
BPE, 0.5 ml de hEGF, 0.5 ml de insulina, 0.5 ml de hidrocortisona y 0.5 ml de GA-1000)  
 
B) Amplificación de pre-miRNAs: Se seleccionaron dos muestras distintas para cada 
miRNA, una homocigota A/A y otra C/C para el rs6505162 del pre-miR-423, y una homocigota 
A/A y otra G/G para el rs895819 del pre-miR-27a. Las cuatro muestras fueron amplificadas por 
PCR convencional con los siguientes primers:  
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Tabla 2. Primers para amplificación de pre-miRNAs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Los pre-miRNAs fueron amplificados bajo el siguiente protocolo. El PCR se realizó para 
ambos pre-miRNAs a 95°C de T° inicial por 5 min, luego la etapa de cliclado fueron 95°C por 30 
seg (denaturación), 60°C por 30 seg (anneling) y 72°C por 30 seg (extensión), durante 30 ciclos. 
Finalmente una etapa de extensión de 72°C por 7 min.  Los productos de PCR se analizaron por 
electroforesis en geles de agarosa al 2%, para obtener una mejor resolución fueron corridos a 100v 
por 1 hora. Las bandas correspondientes a los productos de PCR se visualizaron en un 
transiluminador y se dejó registro fotográfico.  
 
C) Purificación de producto de PCR: Para la purificación de los productos de PCR se 
utilizó el kit de extracción de DNA en gel Axyprep
TM
 (Axygen Bioscience). Se realizó purificación 
de los amplificados de los genotipos homocigotos de cada pre-miRNA. El protocolo de purificación 
utilizado fue el descrito por el fabricante. Los productos de PCR purificados fueron secuenciados 
por los servicios de Macrogen para verificar los genotipos (Figura 5).  
 
D) Clonación de pre-miRNAs: Los productos de PCR purificados se clonaron con el kit 
pcDNA
TM
3.3-TOPO
®
 TA Cloning (Thermo Fisher) siguiendo el protocolo del fabricante. El vector 
utilizado es un vector de expresión (Figura 6) el cual se utilizó para expresar los miRNAs en estudio 
en presencia del alelo mutante o del alelo wild type. 
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Figura 5. Vector de expresión utilizado para expresar los pre-miRNAs en estudio. El vector posee un promotor 
fuerte de citomegalovirus (PCMV), un gen de resistencia a ampicilina como marcador de selección para clonación y un 
gen de resistencia para neomicina como marcador de selección para líneas celulares con transfección estable.  
 
E) Purificación Vectores: Los vectores de clonación, con los pre-miRNAs clonados, fueron 
purificados utilizando el kit NucleoBond
®
 Xtra Midi (Macherey-Nagel) diseñados para purificar 
altas concentraciones de plásmido. El protocolo utilizado fue el indicado por el fabricante. La 
extracción final de los plásmidos se realizó con agua libre de nucleasas y posteriormente se midió 
su concentración en un equipo Nanodrop. Los plásmidos con los pre-miRNAs purificados fueron 
almacenados a -20°C.   
 
F) Transfección celular: La transfección celular se realizó con el fin de poder expresar los 
miRNAs 423 y 27a portadores del alelo de mayor frecuencia o del alelo de menor frecuencia 
(variante). Se utilizaron las tres líneas celulares cuyas características se describieron en el punto 3.6 
A y que corresponden a las líneas MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10F. El protocolo de transfección 
fue el mismo para las tres líneas celulares. Primero, se plaquearon 600.000 células en placas de 6 
cm y se crecieron por 24 hrs a 37°C con 5% de CO2. Al segundo día, se preparó la reacción de 
transfección utilizando 4,5μl de Lipofectamina® 2000 (Thermo Fisher) y 45,5μl de medio reducido 
en suero Opti-MEM
®
 (Thermo Fisher) para cada placa a transfectar. Paralelamente, se prepararon 
los vectores purificados con 1,5μg de vector, más la cantidad de Opti-MEM necesaria para 
completar a un volumen final de 100μl. Posteriormente, se mezcló la preparación de Lipofectamina 
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con la de vector y se incubó a T° ambiente (25°C) por 30 min. Luego, las placas de células se 
lavaron con 1 ml de PBS 1x y se agregaron 2 ml de medio sin suero y la preparación de 
Lipofectamina más el vector, para facilitar el proceso de transfección. Las células se incubaron a 
37°C con 5% de CO2 durante 5 hrs. Transcurridas las 5 hrs, se cambió el medio para eliminar la 
lipofectamina que quedó en el medio debido a su toxicidad y se cambió por medio con suero y se 
dejaron en incubación por 48 hrs. Finalmente, a partir de las placas transfectadas se realizó 
extracción de RNAs pequeños. Cada experimento de transfección se realizó en triplicado. La 
eficiencia de transfección se determinó previamente por medio de co-transfección del vector 
p.EGFP el cual posee únicamente el gen fluorescente GFP y se utilizó en la misma concentración 
(concentración equimolares) que los vectores en estudio y se midieron concentraciones de 0.5μg 
1.0μg, 1.5μg y 2.0μg, donde observamos entre un 60-70% de eficiencia con la concentración de 
1.5μg. 
. 
G) Extracción de RNAs pequeños: Se extrajeron RNAs pequeños (<200 nt) utilizando el 
kit de extracción mirVana (Thermo fisher). El protocolo utilizado fue el indicado por el fabricante 
para células en adhesión. Brevemente, luego de la lisis celular, se realizó una extracción de RNA 
total con fenol:cloroformo y por centrifugación se recuperó la fase acuosa (fase en la que se 
encuentra el RNA). Posteriormente, se agregaron 1/3 de etanol del volumen recuperado de la fase 
acuosa y la mezcla se cargó en una primera columna con un filtro de fibra de vidrio obteniendo los 
RNAs pequeños (<200 pb) en la elución. Para enriquecer la fracción de RNAs pequeños dentro del 
cual se encuentran los miRNAs, se agregaron 2/3 de etanol del volumen de eluido obtenido y se 
realizó una segunda filtración en una columna con filtro de vidrio. El eluido final se almacenó a -
80°C.    
 
H) Retro-transcripción (RT) de miRNAs: Con la fracción extraída de RNAs  menores 200 
pb (RNAs pequeños), se realizó  transcripción reversa de los miRNAs miR-423 y miR-27a 
utilizando un kit TaqMan MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fihser), con la finalidad de 
obtener el cDNA de dichos miRNAs. Se utilizó el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, 
se preparó el master mix (Para una reacción; 0,15 μl de dNTPs 100mM; 1,00 μl de trascriptasa 
reversa Multiscribe
®; 1,50 μl buffer 10X; 0,19 μl inhibidor de RNasa y 4,16 μl de agua libre de 
nucleasa) el cual se mantuvo en hielo. Para cada reacción de RT se utilizaron 5 μl miRNAs con una 
concentración total de 10 ng  y 7 μl de master mix. Posteriormente, se agregaron 3 μl de primers 
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incluidos en el kit TaqMan MicroRNA Assay (Thermo Fisher) para las hebras 3p y  5p de los 
miRNAs miR-423 y miR-27a. La reacción de PCR se realizó en un termociclador aplicando el 
siguiente protocolo: 30 min a 16°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C y 10 min a 4°C. Lo anterior 
permitió obtener cDNA de los miRNAs  en estudio el cual se almaceno a -80°C.  
 
I) qPCR: Para medir la expresión de los miRNAs, se utilizó la técnica de qPCR con sondas 
TaqMan, la cual entrega valores cuantitativos de expresión a través de la medición de fluorescencia 
debido a la presencia de sondas marcadas con fluorocromos que se unen específicamente a la 
secuencia en estudio (Figura 7). Se utilizó el protocolo diseñado por el fabricante. Brevemente, se 
preparó un mastermix para los miRNAs en estudio tanto para la hebra 3p como la 5p. El mastermix 
incluyó 10 μl de TaqMan® Universal Master Mix II, sin UNG (Thermo Fisher), 7,67 μl de agua 
libre de nucleasa, 1,0 μl de sonda TaqMan incluida en el kit TaqMan® MicroRNA Assay y 1,33 μl 
de cDNA. La reacción de PCR se llevó a cabo en el equipo StepOne Plus Real-Time PCR (Thermo 
Fisher), de acuerdo al siguiente protocolo: 10 min a 95°C, y luego 40 ciclos a 95°C por 15 y 60°C 
por 1 min. Cada reacción de qPCR se realizó en triplicado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Proceso de amplificación por sondas TaqMan
®
(Adaptada de Thermo Fisher). 1. La sonda MGB se une 
de forma específica a su secuencia blanco. 2. Durante el proceso de amplificación, la polimerasa solo rompe a las 
sondas que hibridaron con su secuencia blanco y el reportero se libera de la sonda y el quencher deja de reprimir la 
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emisión de fluorescencia, por lo tanto esta comienza a aumentar a lo largo de los ciclos de PCR. 3. El proceso de 
polimerización sigue de forma normal ya que la sonda posee bloqueado su extremo 3’.  
 
J) Estadística: Para la cuantificación de los miRNAs por qPCR se utilizó el método  2
-ΔΔCt
 y 
los datos fueron analizado por test de ANOVA de dos vías y con test de Bonferroni con un p<0.05 
como significativo y un intervalo de confianza de 95%. Estos análisis fueron realizados con el 
programa GraphPad Prism
® 
versión 6.01.  
  
6. RESULTADOS 
6.1) Estudio de asociación entre los rs6505162 (pre-miR-423) y rs895819 (pre-miR-27a) y 
riesgo de CM, mediante diseño caso-control 
 
La tabla 3 muestra las características de los 440 casos BRCA1/2 negativo. Para el análisis, la 
muestra completa de casos se dividió en dos grupos: casos con dos o más miembros de la familia 
con CM y/o CO (n = 269) (Subgrupo A) y casos de CM esporádicos con diagnóstico temprano (≤ 
50 años) (n = 171) (Subgrupo B). La tabla 4 muestra la distribución de las frecuencias alélicas y 
genotípicas de los polimorfismos rs6505162:C>A (pre-miR-423) y rs895819:A>G de la muestra 
completa y los subgrupos A y B en comparación con grupo control. 
 
 Tabla 3. Criterios de inclusión para las familias incluidas en este estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
En los controles, las frecuencias genotípicas observadas de los polimorfismos en estudio 
están en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.3  y p=0.2)  
Con respecto al rs6505162:C>A, la distribución genotípica y alélica fue significativamente 
diferente en la muestra completa de casos BRCA1/2 negativo y en el subgrupo A en comparación al 
grupo control (p ≤ 0.05). El alelo de menor frecuencia (MAF) (alelo A) fue más frecuente en los 
casos del subgrupo A que en controles (0.46 y 0.41, respectivamente, p=0.03). Además, en el 
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subgrupo A, las pacientes portadoras del alelo A (C/A + A/A) mostraron un incremento 
significativo para el riesgo de CM (OR=1.4 [IC 95% 1.0 – 1.9] p=0.02) (Tabla 4). También, se 
analizó la relación entre el rs6505162 (pre-miR-423) con el riesgo de CM en casos con historia 
familiar de acuerdo al número de casos de CM en la familia (Tabla 5). No se encontró asociación 
entre el rs6505162 y riesgo a CM en casos pertenecientes a familias con dos casos de CM y/o CO. 
Sin embargo, el riesgo para CM fue significativamente mayor en casos con tres o más miembros de 
la familia afectados con CM y/o CO. En este último grupo, la frecuencia del alelo A en casos con 
CM fue 0.48 versus un 0.41 en controles (OR=1.3 [IC 95% 1.0 – 1.7] p=0.04), y el genotipo 
homocigoto A/A mostró un incremento significativo para el riesgo de CM (OR=1.7 [IC 95% 1.0 – 
2.0] p=0.05). No se encontró asociación entre el rs6505162 y el grupo de casos esporádico pero con 
diagnóstico temprano (≤ 50 años) (Tabla 4) 
Los resultados obtenidos para el rs895819 (pre-miR-27a), mostraron que el genotipo 
homocigoto G/G se asoció marginalmente con un efecto protector en la muestra completa de casos 
(OR=0.6) [IC 95% 04 – 1.0] p=0.08) (Tabla 4). Sin embargo, en las familias con dos casos de CM 
y/o CO, se observó una disminución en el riesgo de CM asociado con el genotipo homocigoto del 
alelo de menor frecuencia (genotipo G/G, OR=0.3 [IC 95% 0.1 – 0.8] p=0.01) (Tabla 5). Estos 
resultados indican que el genotipo G/G se asocia con un efecto protector en familias con una 
historia familiar moderada de CM. 
En resumen, los resultados del estudio de asociación mostraron que en mujeres con CM 
familiar BRCA1/2 negativo existe: 
 Aumento del riesgo de CM en las portadoras del alelo A (C/A + A/A) del rs6505162 (p=0.03). 
 Aumento del riesgo de CM en las portadoras del genotipo A/A del rs6505162 y con tres o más 
casos con CM en la familia (p=0.05).  
 Disminución del riesgo de CM en las portadoras del genotipo G/G del rs895819 (pre-miR-27a) 
(p=0.01). 
Los datos obtenidos en el estudio de asociación de los rs6505162 (pre-miR-423) y rs895819 
(pre-miR-27a) con riesgo de CM en población Chilena, fueron publicados en: Association of single 
nucleotide polymorphisms in Pre-miR-27a, Pre-miR-192a2, Pre-miR-423, miR-608 and Pre-miR-
618 with breast cancer susceptibility in a South American Population. Morales S. et al., BMC 
Genetics 17:109, 2016.   
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Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotípicas de los SNPs rs895819 y rs6505162 en casos BRCA1/2 negativo y en controles. 
CM Cáncer de mama, CO Cáncer de Ovario, OR odds ratio, IC Intervalo de confianza; 
a
 Test exacto de Fisher’s; Valores en negrilla son estadísticamente 
significativos (P≤ 0.05). 
 
 
 
 
  
Casos CM totales (n=440) 
Familias con ≥ 2 casos de CM y/o OC 
(n=269) 
Un solo afectado con edad de 
dianóstico ≤ 50 years  (n=171) 
Genotipo o 
Alelo 
Controles  
(n=807) 
Casos CM P valuea OR [95% IC] Casos CM  P valuea OR [95% IC] Casos CM P valuea OR [95% IC] 
 
rs895819 (Pre-miR 27a) 
A/A 432 (53%) 245 (56%) - 1.0 (ref) 146 (54%) - 1.0 (ref) 99 (58%) - 1.0 (ref) 
A/G 298 (37%) 166 (38%) 0.9 0.9 [0.7-1.2] 105 (39%) 0.8 1.0 [0.7-1.3] 61 (36%) 0.5 0.8 [0.6-1.2] 
G/G 77 (10%) 29 (6%) 0.08 0.6 [0.4-1.0] 18 (7%) 0.1 0.6 [0.4-1.1] 11 (6%) 0.1 0.6 [0.3-1.2] 
A/G+G/G 375 (47%) 195 (44%) 0.4 0.9 [0.7-1.1] 123 (46%) 0.8 0.9 [0.7-1.2] 72 (42%) 0.3 0.8 [0.6-1.1] 
Alelo A 1162 (0.72) 656 (0.75) - 1.0 (ref) 397 (0.74) - 1.0 (ref) 259 (0.76) - 1.0 (ref) 
Alelo G 452 (0.28) 224 (0.25) 0.1 0.8 [0.7-1.0] 141 (0.26) 0.4 0.9 [0.7-1.1] 83 (0.24) 0.1 0.8 [0.6-1.0] 
 
rs6505162  (Pre-miR 423) 
A/A 284 (35%) 125 (28%)  - 1.0 (ref) 74 (28%) - 1.0 (ref) 51 (30%) - 1.0 (ref) 
A/C 385 (48%) 229 (52%) 0.02 1.3 [1.0-1.8] 141 (52%) 0.03 1.4 [1.0-1.9] 88 (51%) 0.2 1.3 [0.9-1.9] 
C/C 138 (17%) 86 (20%) 0.05 1.4  [1.0-1.9] 54 (20%) 0.05 1.5 [1.0-2.3] 32 (19%) 0.3 1.3 [0.8-2.1] 
A/C+C/C 523 (65%) 315 (72%) 0.01 1.4  [1.2-1.8] 195 (72%) 0.02 1.4 [1.0-1.9] 120 (70%) 0.1 1.3 [0.9-1.8] 
Alelo A 953 (0.59) 479 (0.54) - 1.0 (ref) 289 (0.54) - 1.0 (ref) 190 (0.56) - 1.0 (ref) 
Alelo C 661 (0.41) 401 (0.46) 0.02 1.2  [1.0-1.4] 249 (0.46) 0.03 1.2 [1.0-1.5] 152 (0.44) 0.2 1.1 [0.9-1.4] 
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Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotípicas de los SNPs rs895819 y rs6505162 de acuerdo al número de miembros de la familia 
con CM en los casos de CM BRCA1/2 negativo y en controles 
 
  
 
Familias con 2 casos de CM y/o OC (n=148) 
 
Familias con ≥3 casos de CM y/o CO 
(n=121) 
Genotipo o 
Alelo 
Controles  
(n=807) 
Casos CM  P valuea OR [95% IC] Casos CM  P valuea OR [95% IC] 
 
rs895819 (Pre-miR 27a) 
A/A 432 (53%) 83 (56%) - 1.0 (Ref) 63 (52%) - 1.0 (Ref) 
A/G 298 (37%) 60 (41%) 0.8 1.0 [0.7-1.5] 45 (37%) 0.9 1.0 [0.6-1.5] 
G/G 77 (10%) 5 (3%) 0.01 0.3 [0.1-0.8] 13 (11%) 0.6 1.1 [0.6-2.2] 
A/G+G/G 375 (47%) 65 (44%) 0.5 0.9 [0.6-1.2] 58 (48%) 0.7 1.0 [0.7-1.5] 
Alelo A 1162 (0.72) 226 (0.76) - 1.0 (Ref) 171 (0.71) - 1.0 (Ref) 
Alelo G 452 (0.28) 70 (0.24) 0.1 0.7 [0.5-1.0] 71 (0.29) 0.7 1.0 [0.7-1.4] 
 
rs6505162  (Pre-miR 423) 
A/A 284 (35%) 41 (28%) - 1.0 (Ref) 33 (27%) - 1.0 (Ref) 
A/C 385 (48%) 81 (55%) 0.07 1.4 [0.9-2.2] 60 (50%) 0.2 1.3 [0.8-2.1] 
C/C 138 (17%) 26 (17%) 0.3 1.3 [0.8-2.2] 28 (23%) 0.05 1.7 [1.0-2.0] 
A/C+C/C 523 (65%) 107 (72%) 0.08 1.4 [1.0-2.1] 88 (73%) 0.09 1.4 [0.9-2.2] 
Alelo A 953 (0.59) 163 (055) - 1.0 (Ref) 126 (0.52) - 1.0 (Ref) 
Alelo C 661 (0.41) 133 (0.45) 0.2 1.2 [0.9-1.5] 116 (0.48) 0.04 1.3 [1.0-1.7] 
CM Cáncer de mama, CO Cáncer de Ovario, OR odds ratio, IC Intervalo de confianza; 
a
 Test exacto de Fisher’s; Valores en negrilla son estadísticamente 
significativos (P≤ 0.05). 
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6.2) Niveles de expresión de los miR-423 y miR-27a en presencia de la variante normal y la 
variante polimórfica. 
 
Para verificar si los resultados obtenidos en el estudio caso-control, efectivamente alteran 
los niveles de expresión de los miRNAs en estudio, se procedió a cuantificar la expresión de los 
miRNAs miR-423 y mi miR-27a portadores de la variante wild type y de la variante mutante. Lo 
anterior, se basa en la racional de que los miRNA(s) maduros, se forman luego del 
procesamiento: gen del miRNA  pri-miRNA  pre-miRNA  miRNA maduro, en 
consecuencia, la existencia de variantes mutantes en la secuencia del pre-miRNA (es el caso de 
los rs6505162 y rs895819) pueden alterar los niveles de expresión. 
Luego del procesamiento se obtienen dos hebras del miRNA maduro (3p y 5p), en células 
normales, la cadena funcional corresponde a la hebra 5p, mientras que la hebra 3p se degrada. En 
células cancerosas, cualquiera de las dos hebras puede ser funcional y estar involucrada en la 
carcinogénesis. 
Para cuantificar la expresión de los miRNAs maduros en estudio (miR-423 y miR-27a), 
los pre-miRNAs se clonaron en el vector de expresión pcDNA
TM
3.3-TOPO
®
 TA Cloning. Se 
obtuvieron clones para el pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, pre-miR-27a-A y pre-miR-27a-G. 
Para corroborar la correcta inserción de los pre-miRNAs, cada uno de los vectores recombinantes 
se secuenció por secuenciación de Sanger. La figura 7, muestra los resultados de la 
secuenciación, en la que se observa la secuencia correcta de los 4 insertos.  
Los 4 vectores recombinantes se transfectaron en tres líneas celulares de mama (MCF-7, 
MDA-MB-231 y MCF-10F), cuyos fenotipos están descritos en la sección Metodología, con el 
objetivo de estudiar los niveles de expresión de los transcritos miR-423-C y miR-423-A  y miR-
27a-A y miR-27a-G. Se midió expresión para las dos hebras de cada miRNA (3p y 5p), cada 
experimento se realizó en triplicado, los valores obtenidos en las cuantificaciones se muestran en 
las tablas 6, 7 y 8. Para verificar que la transfección del vector no afectaba la expresión de los 
miRNAs en estudio, se utilizó un vector vació como control de expresión donde los niveles de 
expresión de los miRNAs se compararon con los niveles basales de miRNAs de las 3 líneas 
celulares confirmando que no existía diferencia en la expresión. Como control endógeno 
(housekeeping) se utilizó el RNA pequeño U6. 
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Hebra 3P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ) Promedio 
miR-423-C 0,25224 0,26724 0,29974 0,27 
miR-423-A 0,22359 0,28295 0,31327 0,27 
     
Hebra 5P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ) Promedio 
miR-423-C 0,53379 0,51643 0,48511 0,51 
miR-423-A 0,42527 0,33123 0,37825 0,38 
 
Hebra 3P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ)  Promedio 
miR-27a-A 0,40413 0,45419 0,394634 0,42 
miR-27a-G 0,31853 0,38589 0,407523 0,37 
          
Hebra 5P  N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ)  Promedio 
miR-27a-A 0,84649 0,99289 0,801047 0,88 
miR-27a-G 0,36759 0,51421 0,49912 0,46 
  A                                                             B 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Detección y verificación de los rs6505162 y rs895819 en los vectores de expresión por secuenciación. 
En A se muestran los alelos para el rs6505162 del pre-miR-423-C y pre-miR-423-A. En B se muestran los alelos del 
rs895819 del pre-miR-27a-A y pre-miR-27a-G. Ambas imágenes verifican que los vectores poseen los pre-miRNAs 
clonados con los alelos respectivos.  
 
Tabla 6. Promedio de las veces de cambio (N número de réplicas biológicas) calculado de los 
niveles de expresión de las hebras 3p y 5p para los miR-423 y miR-27a en la línea celular 
MCF-10F.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RQ=Veces de cambio  o cuantificación relativa; N1, N2 y N3=Replicas biológicas; Log10 RQ=Logaritmo en base 10 
de la cuantificación relativa   
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Hebra 3P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ) Promedio 
miR-423-C 1,04758 0,99812 1,10988 1,05 
miR-423-A 1,38274 1,33669 1,46499 1,39 
     
Hebra 5P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ) Promedio 
miR-423-C 0,96455 1,10674 1,07743 1,05 
miR-423-A 1,6276 1,86753 1,84928 1,78 
 
Hebra 3P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ)  Promedio 
miR-27a-A 2,01285 1,98892 2,09264 2,03 
miR-27a-G 7,91813 7,82278 8,23453 7,99 
          
Hebra 5P  N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ)  Promedio 
miR-27a-A 1,92946 1,61199 1,89429 1,81 
miR-27a-G 7,61709 6,86676 7,54608 7,34 
Hebra 3P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ) Promedio 
miR-423-C 1,18767 1,07754 1,15447 1,14 
miR-423-A 1,68127 1,53406 1,63742 1,62 
     
Hebra 5P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ) Promedio 
miR-423-C 0,84747 0,98712 0,87967 0,91 
miR-423-A 1,21605 1,41723 1,26201 1,3 
 
Tabla 7. Promedio de las veces de cambio (N número de réplicas biológicas) calculado de los 
niveles de expresión de las hebras 3p y 5p para los miR-423 y miR-27a en la línea celular 
MCF-7.  
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RQ=Veces de cambio  o cuantificación relativa; N1, N2 y N3=Replicas biológicas; Log10 RQ=Logaritmo en base 10 
de la cuantificación relativa   
 
Tabla 8. Promedio de las veces de cambio (N número de réplicas biológicas) calculado de los 
niveles de expresión de las hebras 3p y 5p para los miR-423 y miR-27a en la línea celular 
MDA-MB-231.  
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Hebra 3P N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ)  Promedio 
miR-27a-A 2,27055 2,03595 2,45552 2,25 
miR-27a-G 2,08981 1,94961 2,48067 2,17 
          
Hebra 5P  N1 (Log10 RQ) N2 (Log10 RQ) N3 (Log10 RQ)  Promedio 
miR-27a-A 2,26012 2,14052 2,24278 2,21 
miR-27a-G 2,10597 2,12774 2,58507 2,27 
 
 
 
 
 
 
 
RQ=Veces de cambio  o cuantificación relativa; N1, N2 y N3=Replicas biológicas; Log10 RQ=Logaritmo en base 10 
de la cuantificación relativa   
 
A) Expresión de los miRNAS miR-423 y miR-27a en la línea celular MCF-10F:  
La línea MCF-10F corresponde a tejido mamario normal. La expresión del miR-423-3p 
no cambió al comparar las células transfectadas con el pre-miR-423-C versus el constructo pre-
miR-423-A (log10 RQ 0.27 y log10 RQ 0.27 respectivamente). En cambio, la expresión del miR-
423-5p disminuye en presencia del alelo A en comparación al alelo C (log10 RQ 0.38 y log10 RQ 
0.51, respectivamente), siendo la diferencia estadísticamente significativa (p=0.01) (Figura 8.A).   
En relación con el miR-27a, no se observaron cambios significativos en la expresión de la 
hebra 3p al comparar el pre-miR-27a-A versus el constructo pre-miR-27a-G (log10 RQ 0.41 y 
log10 RQ 0.37, respectivamente) (Figura 8.B). Sin embargo, la expresión del miR-27a-5p 
disminuye su expresión en presencia del alelo G con respecto al alelo A (log10 RQ 0.46  y log10 
RQ 0.88, respectivamente), siendo la diferencia estadísticamente significativa (p=0.0004) (Figura 
8.B).  
Los resultados de expresión obtenidos son coherentes con el hecho de que la hebra 3p no 
es funcional dentro de la vía canoníca de procesamiento de miRNAs. La expresión de la hebra 5p 
con el alelo mutante (A) tiene expresión disminuida en una célula normal. Una interpretación 
similar es aplicable para los resultados de expresión del miR-27a en una célula normal. 
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Figura 8. Niveles de expresión del miR-423 (hebra 3p y 5p) y del miR-27a (hebra 3p y 5p) en la línea celular 
MCF-10F.  El gráfico muestra los niveles de expresión para los miR-423-3p y miR-423-5p (A), y para los miR-27a-
3p y miR-27a-5p en la línea celular MCF-10F. Las veces de cambio (RQ) fueron expresadas en logaritmo de base 10 
y normalizadas contra el vector vacio. Los datos fueron significativos con p ≤ 0.05 (*).  
 
B) Expresión de los miRNAS miR-423 y miR-27a en la línea celular MCF-7:  
 
En la línea celular MCF-7 de cáncer de mama esporádico, se observaron diferencias 
significativas en la expresión del miR-423 tanto para la hebra 3p como para la hebra 5p (Figura 
8).  
La expresión del miR-423-3p aumenta cuando el alelo del rs6505162 es A (variante de 
menor frecuencia) (log10 RQ 1,39) en comparación al alelo C (variante wild type) (log10 RQ 1,05) 
siendo la diferencia estadísticamente significativa (p=0.0053).También se observó una sobre-
expresión de la hebra 5p portadora del alelo A (log10 RQ 1.78) respecto del alelo C (log10 RQ 
1,04)  (p=<0.0001) (Figura 9.A). Estos resultados apoyan los resultados obtenidos en el estudio 
caso-control. Así el miR-423-A se sobre-expresa en células cancerosas y además, se sobre-
expresan tanto la hebra 3p como la 5p, lo que indicaría que ambas hebras podrían estar 
involucradas en la carcinogénesis mamaria.  
En el caso del miR-27a, se observó sobre-expresión del miR-27a-3p (Figura 9.A) cuando 
el rs895819 presenta el alelo polimórfico G (variante de menor frecuencia) (log10 RQ 7.99), en 
comparación al miR-27a-A (variante wild type) (log10 RQ 2.03) siendo la diferencia 
estadísticamente significativa (p=<0.0001). En el caso de la hebra 5p de este miRNA, también se 
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observó sobre-expresión del miRNA-27a-G (log10 RQ 7.30)  respecto del alelo A (variante wild 
type) (log10 RQ 1.81) siendo la diferencia significativa (p=<0.0001) (Figura 9.A). Estos 
resultados, apoyan a los obtenidos en el estudio caso-control y el efecto protector se comprobaría 
luego de realizar estudios funcionales de proliferación, apoptosis y migración.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Niveles de expresión del miR-423 (hebra 3p y 5p) y del miR-27a (hebra 3p y 5p) en la línea celular 
MCF-7. El gráfico muestra los niveles de expresión para los miR-423-3p y miR-423-5p (A), y para los miR-27a-3p 
y miR-27a-5p en la línea celular MCF-7. Las veces de cambio (RQ) fueron expresadas en logaritmo de base 10 y 
normalizadas contra el vector vacio. Los datos fueron significativos con p ≤ 0.05 (*)  
 
C) Expresión de los miRNAS miR-423 y miR-27a en la línea celular MDA-MB-231:  
La línea celular MDA-MB-231 corresponde a una línea celular de cáncer de mama triple 
negativo. La expresión del miRNA-423-3p aumentó cuando el alelo del rs6505162 es A, respecto 
al alelo C (log10 RQ 1.62  y log10 RQ 1,12  respetivamente), siendo la diferencia significativa 
(p=0.0003) (Figura 10.A). Un resultado similar con significancia estadística se obtuvo para el 
miR-423-5p alelo A respecto del alelo C (log10 RQ 1.29  y log10 RQ 0.90, respectivamente)  
(p=0.0004)  (Figura 10.A). Estos resultados permiten concluir que el miR-423-5p y miR-423-3p 
podrían estar involucrados en la carcinogénesis del CM triple negativo.  
Respecto del miR-27a, no se observaron cambios significativos en la expresión del miR-
27a-A respecto del miR-27a-G  (Figura 10.B). 
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Figura 10. Niveles de expresión del miR-423 (hebra 3p y 5p) y del miR-27a (hebra 3p y 5p) en la línea celular 
MDA-MB-231. El gráfico muestra los niveles de expresión para los miR-423-3p y miR-423-5p (A), y para los miR-
27a-3p y miR-27a-5p en la línea celular MDA-MB-231. Las veces de cambio (RQ) fueron expresadas en logaritmo 
de base 10 y normalizadas contra el vector vacio. Los datos fueron significativos con p ≤ 0.05 (*)   
7. DISCUSIÓN 
 
Varios Estudios han evaluado la asociación entre el SNP rs6505162 en el pre-miR-423 y 
el riesgo de cáncer en diversas poblaciones y en diferentes cánceres con resultados 
contradictorios. Sin embargo, son escasos los estudios de asociación de este SNP y el riesgo de 
CM o CO. Kontorovich et al. (2010), indicó que el rs6505162 se asoció con un incremento 
significativo en el riesgo de CO. Por el  contrario, Smith et al., mostró que este SNP confiere una 
reducción del riesgo para CM. Un meta-análisis publicado por Chen et al. (2014), no encontró 
asociación entre el SNP rs6505162 y el riesgo de CM con ninguno de los modelos genéticos 
testeados (Chen et al., 2014). Sin embargo, este meta-análisis solo incluyó dos estudios de 
asociación con respecto al SNP rs6505162, lo cual es una limitación importante al interpretar 
estos resultados. Además, varios estudios han demostrado que el miR-423 juega un rol 
importante en la tumorigenesis (Guan et al., 2014; Lin et al. 2011; Liu et al., 2014). En 
carcinoma hepatocelular, el miR-423 promueve el crecimiento celular y regula la transición de 
G(1)/S por medio de la regulación de p21 Cip 1/Waf1 (Lin et al. 2011). Zhao et al., (2015), 
demostraron que el SNP rs6505162 en el pre-miR-423 afecta la maduración de la expresión del 
miRNA maduro, y que el miR-423 juega un rol potencialmente oncogénico en el CM. En este 
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estudio, encontramos que el SNP rs6505162:C>A se asoció significativamente con el incremento 
del riesgo de CM familiar en el grupo con una fuerte historia familiar de CM. En estas familias, 
el genotipo homocigoto A/A se asoció con un aumento del riesgo para CM (OR=1.7 [IC 95% 
1.0-2.0] p = 0.05) (Tabla 1) (Morales et al., 2016). Nuestros resultados concuerdan con los 
resultados recientes obtenidos por Zhao et al. (2015), quien demostró que el SNP rs6505162 
ubicado en el pre-miR-423 afecta la expresión del miRNA maduro y que este tiene un rol 
potencialmente oncogénico en la tumorogénesis del CM. Además, observaron que el miRNA-423 
presentaba diferencias en su expresión en presencia del genotipo A/A.  
Seis estudios, incluyendo tres meta-análisis, han examinado la asociación entre el 
polimorfismo rs895819 en el pre-miR-27a y el riesgo para CM. Estos estudios fueron realizados 
en casos alemanes con CM familiar, casos Italianos con CM familiar y en casos Chinos con CM 
esporádico. En los casos de CM familiar de Alemania, el alelo G mostró un efecto protector para 
casos con edad de diagnóstico < 50 años (OR = 0.83 [IC 95% 0.70-0.98] p = 0.0314) y CM 
bilateral (OR = 0.70 [IC 95% 0.52-0.95] p = 0.0238). Los resultados obtenidos por Catucci et al. 
(2012), fallaron en la búsqueda de asociación del SNP rs895819 con riesgo para CM. En 
población China, Zhang et al. (2007), mostró que en CM esporádico, solo mujeres jóvenes 
portadoras del alelo G (A/G + G/G) mostraron una reducción significativa del riesgo para CM 
(OR = 0.535 [IC 95% 0.321-0891] p = 0.016). Con respecto a los meta-análisis, el primero, 
concluyó que las pacientes portadores del alelo G del rs895819 muestran una reducción del 
riesgo para CM (Xu et al., 2014). El meta-análisis publicado por Bai et al., (2014) encontró 
asociación significativa entre el rs895819 y reducción del riesgo para CM en población 
Caucásica, pero no en población Asiática. En un subgrupo de casos de mujeres jóvenes con CM 
unilateral,  se observó un efecto protector del rs895819. A demás, el meta-análisis publicado por 
Chen et al. (2014) reportó que el alelo G del rs895819 podría ser un factor de protección para CM 
en mujeres caucásicas. Los resultados obtenidos en esta tesis en población Chilena, muestran que 
la frecuencia del alelo mutante (alelo G) fue baja en los controles (0.28) y similar a la frecuencia 
existente en la población de Asia del Este. En la muestra completa se observó un efecto protector 
marginal del genotipo G/G el cual puede atribuirse a la frecuencia del SNP y/o a los tamaños 
muestrales. Sin embargo, en el subgrupo A, el cual incluyó familias con historia moderada de 
CM, el genotipo G/G se asoció significativamente con la reducción del riesgo de CM. Estos 
resultados son consistentes con el meta-análisis de Chen  et al., (2014)  que reporta reducción del 
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riesgo de CM en Caucásicas, la población Chilena tiene un 60% de componente genético 
Caucásico (Fuentes et al., 2014)  
MiR-423 se localiza en una región frecuentemente amplificada del cromosoma 17q 11.2 
(Arriola et al., 2008; Lin et al., 2011) y produce dos secuencias maduras: miR-423-3p y miR-
423-5p. Un polimorfismo común A/C designado como rs6505162 se ubica a 12 pb desde el 
extremo 3’ del miR-423-3p maduro. Se ha observado que la expresión de los niveles del miR-423 
está aumentada en diversos tipos de cáncer, entre estos, cáncer de mama, carcinoma 
hepatocelular, carcinoma de endometrio y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello 
(Arriola et al., 2008; Boren et al., 2008; Farazi et al., 2011; Hui et al., 2010; Lin et al., 2011). 
Considerando que la producción de los miRNAs maduros puede estar influenciado por la 
presencia de SNP en los pre-miRNAs (Duan et al., 2007; Harnprasopwat et al., 2010; Jazdzewski 
et al., 2008; Kotani et al., 2010), es necesario realizar estudios que evalúen si el SNP rs6505162 
puede afectar los niveles de expresión o el procesamiento del miR-423. El estudio de Zhao et al., 
2015, mostró que el SNP rs6505162 en el miR-423 estaba frecuentemente mutado en líneas 
celulares de cáncer de mama y en muestras de mama obtenidas de pacientes, y que el 
procesamiento endógeno del pri-miR-423 a sus dos formas de miRNA maduro se afectaba por la 
presencia del SNP pre-miR-423-12C y en consecuencia concluyeron que el SNP rs6505162 en el 
pre-miR-423 está involucrado en el procesamiento del pri-miRNA. Estos autores, construyeron 
vectores de expresión del pre-miR-423-12C (wild type) y pre-miR-423-12A (mutante). Los dos 
vectores y el vector vacío los transfectaron en la línea celular MDA-MB-231 debido a que esta 
expresa bajos niveles relativos de miR-423 endógeno. Encontraron que las poblaciones celulares 
estables de pre-miR-423-12C tenían menores niveles de expresión tanto de los miRNAs maduros 
miR-423-3p y miR-423-5p, mientras que observaron mayores niveles de expresión de los 
miRNAs maduros luego de transfectar el pre-miR-423-12A. Los resultados obtenidos en esta 
tesis, para la línea celular MDA-MB-231 son similares a los obtenidos por Zhao et al., (2015). En 
esta investigación también se evaluaron los niveles de expresión de los transcritos maduros en 
una línea celular de mama normal (MCF-10F) y una línea celular de cáncer de mama esporádico 
(MCF-7), encontrándose en la línea MCF-7 un aumento de la expresión de ambos miRNAs 
maduros  (3p y 5p) en las líneas transfectadas con el pre-miR-423-A. Estos resultados apoyan el 
planteamiento de que el rs6505162 (pre-miR-423) podría estar involucrado en la carcinogénesis 
mamaria, tanto en CM esporádico como en CM triple negativo. 
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En relación con los estudios de expresión del miR-27a, la literatura es escasa. Feng et al.,  
(2011) informa que la disminución de la expresión del miR-27a maduro se asocia con la 
resistencia a doxorubicina en líneas celulares leucémicas. Nakata et al., (2015), informa que la 
inhibición del miR-27a-3p reduce la proliferación y la migración celular en células de carcinoma 
renal invasivo. Pang et al., (2015) también trabajando en carcinoma renal, concluyeron que la 
sobre-expresión del miR-27a promueve la migración y proliferación in vitro, mientras que la 
disminución de la expresión tiene efectos opuestos y plantean que este miRNA podría 
constituirse en un blanco terapéutico potencial para el carcinoma renal. Los resultados de Li et 
al., (2015), sugieren que el miR-27a funciona como supresor de tumores en carcinoma renal. El 
estudio de Wu et al., (2015) en líneas celulares de carcinoma escamoso esofágico, mostró que en 
este cáncer el miR-27a-3p está sobre-expresado y que esta sobre-expresión promueve la 
proliferación celular. No obstante lo anterior, no existe ningún estudio funcional que evalúe la 
expresión del rs895819 (pre-miR-27a), por lo cual los resultados obtenidos en esta tesis son la 
primera evidencia, y es mandatorio realizar los estudios funcionales para visualizar el efecto de 
este SNP en la proliferación, apoptosis y migración en CM, y probar el rol protector de la 
variante G del pre-miR-27a (variante mutante) ya que podría constituirse en una herramienta 
terapéutica para CM.  
Los resultados obtenidos sugieren que el miRNA-27a-G funcionaria como supresor de 
tumores en CM.      
8. CONCLUSIONES 
 
 Las mujeres portadoras del alelo A (C/A + A/A) del rs6505162 presentan aumento del riesgo 
para CM.  
 Las mujeres portadoras del genotipo A/A del rs6505162 y con tres o más casos de CM y/o 
CO en la familia, presentan aumento del riesgo para CM.  
 El SNP rs6505162 no se asocia con riesgo de CM en mujeres con CM esporádico y con edad 
de diagnóstico temprano (≤ 50 años).  
 Las mujeres portadoras del genotipo G/G del rs895819 pertenecientes a familias con dos 
casos de CM y/o CO, presentan disminución del riesgo para CM. 
 En la línea celular normal MCF-10F no se observó cambio en la expresión del miR-423-3p. 
En la expresión del miR-423-5p, se observó disminución en presencia del alelo mutante (A).  
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 En la línea celular normal MCF-10F no se observó cambio en la expresión del miR-27a-3p. 
En la expresión del miR-27a-5p, se observó una disminución portadores del alelo mutante 
(G). 
 En la línea celular de cáncer mama MCF-7, se observó un aumento en la expresión del miR-
423-3p y miR-423-5p portadores del alelo mutante A.  
 En la línea celular de cáncer mama MCF-7, se observó un aumento en la expresión del miR-
27a-3p y miR-27a-5p portadores del alelo mutante G. 
 En la línea celular de cáncer mama MDA-MB-231, se observó un aumento en la expresión 
del miR-423-3p y miR-423-5p portadores del alelo mutante A. 
 En la línea celular de cáncer mama MDA-MB-231, no se observaron cambios en la 
expresión del miR-27a.  
 
Desde su descubrimiento, los miRNAs son actualmente  muy promisorios en una amplia 
gama de aplicaciones clínicas. El perfil de expresión de miRNAs ha demostrado estar asociado 
con el desarrollo tumoral, progresión y respuesta a tratamiento, sugiriendo su posible uso como 
biomarcadores de diagnóstico, pronóstico y predicción (Wang and Wu, 2009). El diagnóstico 
precoz por lo general se asocia con un mejor pronóstico y los miRNAs muestran un gran 
potencial como posibles nuevos biomarcadores de diagnóstico precoz. Por ejemplo, en el 
Adenocarcinoma Ductal Pancreático, se ha reportado que la sobreexpresión de miR-205 y miR-
21, debido a variantes genéticas, precede a cambios fenotípicos en el conducto, lo que sugiere la 
posibilidad de utilizarlos para la detección temprana de esta neoplasia (Elgamal et al., 2013). En 
vista de los resultados obtenidos en esta tesis, el futuro de la identificación de los miRNA-423 y 
miRNA-27a como marcadores pronóstico de CM familiar, los cuales podrían tener un gran 
impacto en el diagnóstico clínico y posiblemente futuras terapias utilizando como blancos estos 
miRNAs. Sin embargo, es necesario realizar estudios funcionales para determinar cómo impactan 
estas diferencias de expresión cuando poseen variantes de tipo SNPs en su secuencia genética, en 
el desarrollo y progreso del proceso oncogénico.  
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